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Die folgenden Angaben sind den vom Anrnelder eingereschten Unterlagen entnommen 

® Neue fur das pck-Gen codierende Nukieotidsequenzen 

® Isoliertes Polynukleotid aus coryneformen Bakterien, 
enthaltend eine Polynukleotidsequenz, ausgewahlt aus 
der Gruppe 

a) Polynukleotid, das mindestens zu 70% identisch ist mit 
einem Polynukleotid, das fur ein Polypeptid codiert, das 
die Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das mindestens zu 70% identisch ist mit 
einem Polynukleotid, das fur das Polypeptid codiert, das 
durch das in dem hiterlegten E.coli-Stamm DSM 13047 
auf Vektor pK19mobsacBAck enthaltene pck-Gen expri- 
miertwird, 

c) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid codiert das eine 
Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% iden- 
tisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2, 

d) Polynukleotid, das komplementar ist zu den Polynu- 
kleotiden von a), b) oder c), und 

e) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufeinander- 
B foigende Basen der Polynukleotidsequenz von a), b), c) 
f oderd). 
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Bcschreibung 

Gegenstand der Erfindung sind fUr das pck-Gen kodierendc Nukleotidsequcnzcn aus coryneformen Baktcrien und cin 
Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Aminosauren, insbesondere L-Lysiu und L-Threonin, durch Anschwa- 
S chung des pck-Gens. 

Stand der Technik 

Aminosauren, insbesondere Lysin und Threonin fmden in der Tieremahrung, in der Lebensmittelindustrie, in der phar- 
10 mazeutischen Industrie und in der Humanmedizin Anwendung. 

Es ist bekannt, daS diese Stofle durch Fermentation von Stammen corynefonner Bakterien insbesondere Corynebac- 
terium glutainicum hergestellt werden. Wegen der groBen Bedeutung wird standig an der Verbesserung der Herstellver- 
fahren gearbeitet. Verfahrensbesserungen konnen fermentationstechnische MaBnahmen wie z. B. Running und Versor- 
gung mil SauerstorT, oder die Zusamrnenserzung der Nahrmedien wie z. B. die Zuckerkonzentration wahrend der Fer- 
15 mentation, oder die Aufarbcitung zur Produktform durch z. B. Ioncnaustauschchromatographie oder die inlrinsischen 
Leistungscigenschaften des Mikroorganismus selbst betreffen. 

Zur Verbesserung der Leistungseigenschaften dieser Mikroorganismen werden Methoden der Mutagenese, Selektion 
und Mutantenauswahl angewendet. Auf diese Weise erhiilt man Stamine, die resistent gegen Antimetabolite oder auxot- 
roph fur regulatorisch bedeutsame Stoffwechselprodukle sind und die gewunschte Aminosaure produzieren. 
20 Seit einigen Jahren werden ebenfalls Methoden der rekombinanten DNA-Technik zur Stammverbesserung von L- 
Aminosaure produzierenden Stammen von Corynebacterium eingesetzt. 

Aufgabe der Erfindung 

25 Die Erfinder haben sich zur Aufgabe gestellt, neue MaBnahmen zur verbesserten fermentativen Herstellung von Ami- 
nosauren der Offentiichkeit zur Veriugung zu stellen. 

Beschreibung der Erfindung 

30 Aminosauren, insbesondere L-Lysin und L-TTireonin, findcn in der "fierernahrung, in der Lcbcnsmittelindustrie, in der 
pharmazeutischen Industrie und in der Humanmedizin Anwendung. Es besteht daher ein allgerneines Interesse daran, 
neue verbesserte Verfahren zur Herstellung dieser Produkte bereitzustellen. 

Gegenstand der Erfindung ist ein isoliertes Polynukleotid aus coryneformen Bakterien, enthaltend eine Polynukleotid- 
sequenz, ausgewahlt aus der Gruppe 

35 

a) Polynukleotid, das mindestens zu 70% identisch ist nut einem Polynukleotid, das Pur ein Polypeptid codiert, das 
die Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das mindestens zu 70% identisch ist mit einem Polynukleotid, das rur das genannte Polypeptid 
codiert und auf dem Plasmid pEK-pckA (Abb. 1) bzw. pEK-pckB (Abb. 2) enthalten ist, 

40 c) Polynukleotid, das rur ein Polypeptid codiert, das eine Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% iden- 

tisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2, 

d) Polynukleotid, das komplemcntar ist zu den Polynukleouden von a), b) oder c), und 

e) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufeinanderfolgendc Basen der Polynukleotidsequenz von a), b), c) 
oder d). 

45 

Gegenstand der Erfindung ist ebenso eine in coryneformen Mikroorganismen replizierbare, bevorzugt rekombinante 
DNA mit der Herkunft Corynebacterium, die zumindest die Nukleotidsequenz enthalt, die fur das pck-Gen, dargestellt in 
der SEQ ED No. 1, codiert. 

Gegenstand ist ebenfalls eine replizierbare DNA gemaB Anspruch 1 enthaltend: 

50 

(i) die Nukleotidsequenz, gezeigt in SEQ ID No. 1, oder 

(ii) mindestens eine Sequenz, die der Sequenz (i) innerhalb des Bereichs der Degeneration des genetischen Codes 
entspricht, oder 

(iii) mindestens eine Sequenz, die rait der zur Sequenz (i) oder (ii) komplementaren Sequenz nybridisiert, und/oder 
55 gegebenenfalls 

(iv) funktionsncutralen Sinnmutationcn in (i). 

Weitere Gegenstande sind 
ein Polynukleotid gemaB Anspruch 2, enthaltend die Nukleotidsequenz wie in SEQ ID No. I dargestellt, 
60 ein Polynukleotid gemafl Anspruch 2, das fur ein Polypeptid codiert, das die Aminosauresequenz, wie in SEQ ID No. 2 
dargestellt, enthalt 

ein Vektor, enthaltend das Polynukleotid gemaB Anspruch 1, insbesondere pEK-pckA oder pEK-pckB, dargestellt in den 
Fig. 1 und 2 

und als Wirtszelle dienende coryneforme Bakterien, in die die Apck- Deletion eingebaut wurde. 
65 Gegenstand der Erfindung sind ebenso Polynukleotide, die im wesentlichen aus einer Polynukleotidsequenz bestehen, 
die erhaJtlich sind durch Screening mittels Hybridisierung einer entsprechenden Genbank, die das vollstandige Gen mit 
der Polynukleotidsequenz entsprechend SEQ ID No. I enthalten mit einer Sonde, die die Sequenz des genannten Poly- 
nukleotids gemaB SEQ ID No. 1 oder cin Fragment davon enthalt und Isolierung der genannten DNA-Sequenz. 
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Polynukieotidsequenzen gemaB der Erfindung sind geeignet als Hybridisierungs-Sonden fur RNA, cDNA und DNA, 
urn cDNA in voller Lange zu isoliercn, die fur Phosphocnolpyruvat-Carboxykinase codicren und solche cDNA odcr 
Gene zu isoliercn, die eine hone Ahnlichkeit der Sequcnz mil der des Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase Gens aufwei- 
sen. 

Polynukieotidsequenzen gemaB der Erfindung sind weiterhin als Primer zur Hersteilung von DNA von Genen geeig- S 
net, die fur Phosphoenolpyruvat-Carboxykinasc codicren, durch die Polymerase- Kettenrcaktion (PGR). 

Solche als Sonden oderPrimer dienende Oligonukleotide enthaiten mindestens 30, bevorzugt mindestens 20. ganz be- 
senders bevorzugt mindestens 15 aufeinanderfolgende Basen. Geeignet sind ebenfalls Oligonukleotide mil einer Lange 
von mindestens 40 oder 50 Basenpaaren. 

"Isoliert" bedeutet aus seinem naiiirlichen Umfeld herausgetrennt. 10 

"Polynukleotid" bezieht sich im allgemeinen auf Polyribonukleotide und Polydeoxyribonukleotide. wobei es sich um 
nicht modifizierte RNA und DNA oder modifizierte RNA und DNA handeln kann. 

Unter "Poiypeptiden" versteht man Peptide oder Proteine, die zwei oder mehr uber Peptidbindungen verbundene Ami- 
nosauren crhalren. 

Die Polypeptide gemaB Erfindung schiieBcn das Polypeptid gemaB SEQ ID No. 2, insbesondcrc solche mit der biolo- (5 
gischen Aktivitat der PEP-Carboxykinase und auch solche cin, die zu wenigstens 70% identisch sind mit dem Polypeptid 
gemaB SEQ ID No. 2. bevorzugt zu wenigstens 80% und besonders solche, die zu wenigstens 90% bis 95% Identitat zu 
dem Polypeptid gemaB SEQ ED No. 2 und die genannte Aktivitat aufweisen. 

Die Erfindung betrixTt weiterhin ein Verrahren zur fermentativen Hersteilung von L-Aminosauren, insbesondere L-Ly- 
sin und L-Threonin unter Verwendung von coryneformen Bakterien, die insbesondere bereits die L-Aminosauren produ- 20 
zieren und in denen die rur das pck-Gen codierend(en) Nukleotidsequenz(en) abgeschwacht, insbesondere auf niedrigem 
Niveau cxprimiert werden. 

Der Begriff "Abschwachung" beschreibt in diesem Zusammenhang die Verringcrung oder Ausschaltung derintrazel- 
lularen Aktivitat eines oder mehrerer Enzyme (Proteine) in einem Mikroorganismus, die durch die entsprechende DNA 
kodiert werden, indem man beispiels weise einen schwachen Promotor verwendet oder ein Gen bzw. AUel verwendet, das 25 
fiir ein entsprechendes Enzyra mit einer niedrigen Aktivitat kodiert bzw. das entsprechende Enzym (Protein) inaktiviert 
und gegebenenfalls diese MaBnahmen kombiniert. 

Die Mikroorganismen, die Gegenstand der vorliegenden Erftndung sind, konnen L-Aminosauren insbesondere Lysin 
und Threonin aus Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Starke, Cellulose odcr aus Glycerin und Et- 
h anol herstellen. Es kann sich um Vertretcr coryncformcr Bakterien insbesondere der Gattung Corynebacterium handeln. 30 

Bei der Gattung Corynebacterium ist insbesondere die Art Corynebacterium glutamicum zu nennen, die in der Fach- 
welt fur ihre Fahigkeit bekannt ist, L-ArmnosSuren zu produzieren. 

Geeignete Stamme der Gattung Corynebacterium, insbesondere der Art Corynebacterium glutamicum, sind beispiels- 
weise die bekannten Wtldtypstamme 

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 35 
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15 806 
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870 
Corynebacterium thermoaminogenes PERM BP-1539 
Corynebacterium melassecola ATCC 17965 

Brevibacterium flavum ATCC 1 4067 40 
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 und 
Brevibacterium divaricatum ATCC 14020 

und daraus hergestellte L-Aminosaure produzierende Mutanten bzw. Stamme, 
wie beispielsweise die Lysin produzierenden Stamme 

Corynebacterium glutamicum FERM-P 1 709 45 
Brevibacterium flavum FERM-P 1708 
Brevibacterium lactofermentum FERM-P 1712 
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6463 
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6464 und 

Corynebacterium glutamicum DSM57 14 oder 50 
wie beispielsweise die L-Threonin produzierenden Stamme 
Corynebacterium glutamicum ATCC21649 
Brevibacterium flavum BB69 
Brevibacterium flavum DSM5399 

Brevibacterium lactofermentum FERM-BP 269 55 
Brevibacterium lactofermentum TBB-10 
Corynebacterium glutamicum MH20-22B-DR17. 

Den Erfindem gelang es, das neue, filr das Enzym Phc«phc*nolpyruvat-Car!x>xykinase (PEP-Carboxykinase) (EC 
4.1.1.49) kodierende pck-Gen von C. glutamicum zu isolieren. 

Zur Isolierung des pck-Gens oder auch anderer Gene von C. glutamicum wird zunachst eine Genbank dieses Mikror- 60 
ganismus in E. coli angelegt Das Anlegen von Genbanken ist in allgemein bekannten Lehrbtichem und Handbiichern 
niedergeschrieben. Als Beispiel seien das Lehrbuch von Winnacker Gene und Klone. Eine Einfiihrung in die Gentech- 
nologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland, 1990) oder das Handbuch von Sambrook et aJL: Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) genannt. Eine sehr bekannte Genbank ist die des E. cob' 
K- 12 Stammes W3 1 10, die von Kohara et al. (Cell 50, 495-508 (1 987)) in X- Vektoren angelegt wurde. Bathe et al (Mo- 65 
lecuiar and General Genetics, 252: 25S-265, 1996) beschreiben eine Genbank von C glutamicum ATCC13032, die mit 
Hiife des Cosmidvektors SuperCos I (Wahl et aL, 1987, Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 84: 
2160-2164) im E. coli K-12 Stamm NM554 (Raleigh et al., 1988, Nucleic Acids Research 16: 1563-1575) angelegt 
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wurde. Bormann et al. (Molecular Microbiology 6(3), 317-325) wiederum beschreiben^eine Genbank von C. glutami- 
cum ATCC13032 unter Vcrwendung des Cosmids pHC79 (Hohn und Collins, Gene 11, 291-298 (1980)). 

Zur Hcrstellung eincr Genbank von C glutamicum in E. coli konnen auch Plasraide bzw. Plasmidvektoren wie bei- 
spielsweise pBR322 (Bolivar, life Sciences, 25, 807-818 (1979)), pUC9 (Vieira et al., 1982, Gene, 19 : 259 -268), pA- 

5 CYC177 (Chang und Cohen, JoumaJ of Bacteriology 134, 1141-1156 (1978)) oder pSOOl (Cohen und Chang, Journal 
of Bacteriology 132, 734 -737 (1977)) verwendct werden. Als Wine eignen sich besonders solchc E. coli-Stiimme, die re- 
striktions- und rekombinationsdefekt sind. 

Die Genbank wind anschlieBend in einen Indikatorstamm durch Transformation (Hanahan, Journal of Molecular Bio- 
logy 166, 557-580, 1983) oder Elektroporation (Tauch et. al., 1994, FEMS Microbiological Letters, 123: 343-347) ein- 

io gebaut. Ber Indikatorstamm zeichnet sich dadurch aus. dafi er eine Mutation in dera inleressierenden Gen besitzt, die ei- 
nen detektierbaren Phanotyp hervorruft. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist die von Goldie und Sanwa! (Journal 
of Bacteriology 141: 1115-1121 (1980)) beschriebene E. coli Mutante HG4 von Bedeutung. Dieser Stamm tragt eine 
Mutation im pck-Gen, wodurch das Wachstum auf Succinat als alleiniger Kohlenstoffquelle stark beeintrachtigt wird. 
Durch Transformation mit einem das pck-Gen enthaltenden Vektor kann das Wachstum auf Succinat wiederhergestellt 

15 werden. 

Die mit Hilfc von Cosmiden oder anderen Vektoren kloniertcn langen DNA-Fragmente konnen anschlieBend in Form 
kurzerer DNA-Fragmente in bekannte Plasmidvektoren subkloniert werden. Dadurch wird die Zuordnung des erfin- 
dungsgemaBen Gens zu einem spezifischen DNA-Abschnitt ermoglichl. Hierzu verwendet man aus dem Stand der lech- 
nik bekannte Plasmidvektoren wie z. B. pBR322 (Bolivar, Life Sciences, 25, 807-818 (1979)) oder die von Bartolorne' et 

20 al. (Gene 102, 75-78 (1991)) beschriebenen pSU- Vektoren. Vorzugsweise Yerwendet man jedoch Pendel vektoren. die 
sowohl in Escherichia coli als auch in Corynebacterium glutamicum replizieren, wie z. B. pZl (Menkel et al.. Applied 
and Environmental Microbiology (1989) 64: 549-554) oder pEKO (Eikmanns et al., Gene 102 (1991)), um Untcrsu- 
chungen in beiden Spezies durchruhren zu konnen. Beispicle hierfur sind die Plasraide pEK-pckA (Fig. 1) und pEK- 
pckB (fig. 2), die ausgehend von dem Rasmidvektor pEKO hergestellt wurden und das erfindungsgemafie pck-Gen tra- 

25 gen. 

Die auf diese Weise charakterisierten DNA-Abschnitte werden anschlieBend wiederum in gangige fur die DNA-Se- 
quenzierung geeignete Vektoren subkloniert. Alternativ konnen die langen in Cosmiden klonierten DNA-Abschnitte di- 
rekt in Sequenziervektoren subkloniert werden. Beispiele fur derardge fur die DNA-Sequenzierung geeignete vektoren 
sind die Plasmidc pGEM-5zf(-) oder pGEM-5zf(+) der Firma Promcga Corporation (Promega Protocols and Applica- 

30 tion Guide, Second Edition, 1991, part number Y981 , Promega Corporation, Madison, WI, USA). 

Methoden zur DNA-Sequenzierung sind unter anderem bei Sanger et al. (Proceedings of the National of Sciences of 
the United States of America USA, 74: 5463 -5467, 1977) beschrieben. 

Die erhaltenen DNA-Sequenzen konnen dann mit bekannten Algorithmen bzw. Sequenzanalyse-Programmen wie 
z. B. dem von Staden (Nucleic Acids Research 14, 217-232(1986)), dem GCG-Programm von Butler (Methods of Bio- 

35 chemical Analysis 39, 74-97 (1998)) dem FASTA-Algorithmus von Pearson und Lipman (Proceedings of the National 
Academy of Sciences USA 85, 2444-2448 (1988)) oder dem BLAST-Algorithmus von Altschul et al. (Nature Genetics 
6, 119-129 (1994)) untersucht und mit den in offentlich zuganglichen Datenbanken vorhandenen Sequenzeintragen Yer- 
glichen werden. Offentlich zugangliche Datenbanken fur Nukleotidsequenzen sind beispielsweise die der European Mo- 
lecular Biologies Laboratories (EMBL, Heidelberg, Deutschland) oder die des National Center for Biotechnology Infor- 

40 mation (NCBI, Bethesda, MD, USA). 

Auf diese Weise wurde die ncue fur das pck-Gen kodierende DNA-Sequenz von C. glutamicum erhaiten, die als SEQ 
ID No. 1 Bestandteil der vorliegenden Erfindung ist Weiterhin wurde aus der vorliegenden DNA-Sequenz mit den oben 
beschriebenen Methoden die Aminosauresequcnz des entsprechenden Proteins abgeleitet. In SEQ ID No. 2 ist die sich 
ergebende Arainosauresequenz des pck-<jenproduktes dargestellt 

45 Kodierende DNA-Sequenzen, die sich aus SEQ ID No. 1 durch die Degeneriertheit des genetischen Codes ergeben, 
sind ebenfalls Bestandteil der Erfindung. In gleicher Weise sind DNA-Sequenzen, die mit SEQ ID No. 1 oder Teilen von 
SEQ ID No. 1 hybridisieren Bestandteil der Erfindung. SchlieBlich sind DNA-Sequenzen Bestandteil der Erfindung, die 
durch die Polymerase-Kettenreaktion (PGR) unter Verwendung von Primern hergestellt werden, die sich aus SEQ ID No. 
1 ergeben. Derartige Oligonukleotide haben typischerweise eine Lange von mindestens 15 Basenpaaren. 

50 Anleitungen zur Identifizierung von DNA-Sequenzen mittels Hybridisierung findet der Fachinann unter anderem im 
Handbuch "The DIG System Users Guide for Filter Hybridization'' der Firma Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, 
Deutschland, 1993) und bei Iiebl et al. (International Journal of Systematic Bacteriology (1991) 41: 255-260). Anlei- 
tungen zur Amplifika tion von DNA-Sequenzen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) findet der Fachmann un- 
ter anderem im Handbuch von Gait: Oligonukleotide synthesis: a practical approach (TRL Press, Oxford, UK, 1 984) und 

55 bei Newton und Graham: PCR (Spcktrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Deutschland, 1994). 

Die Erfindcr fanden heraus, daB coryneformc Baktericn nach Abschwachung des pck-Gens in Ycrbesserter Weise L- 
Aminosauren insbesondere Lysin und Trtreonin produzieren. 

Zur Erzieiung einer Abschwachung kann entweder die Expression des pck-Ciens oder die katalytischen Eigenschaflen 
des Enzymproteins herabgesetzt bzw. ausgeschaltet werden. Gegebenenfalls kdnnen beide Mafinahmen kombiniert wer- 

60 den. 

Die Erniedrigung der Genexpression kann durch geeignete Kuiturfiihrung oder durch genetische \feranderung (Muta- 
tion) der Signalstmkturen der Genexpression erfolgen. 

Signalstrukluren der Genexpression sind beispielsweise Repressorgene, Aktivatorgene, Operatoren, Promotoren, At- 
tenuatoren, Ribosoinenbindungsstellen, das Startkodon und Terininatoren. Angaben hierzu findet der Fachmann z. B. in 
65 der Patentanmeldung WO 96715246, bei Boyd und Murphy (Journal of Bacteriology 170: 5949 (1988)), bei Vbskuil und 
Chambliss (Nucleic Acids Research 26: 3548 (1998), bei Jensen und Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58: 
191 (1998)), bei Patek et aL (Microbiology 142: 1 297 (1996) und in bekannten Lehrbttchero der Genetik und Molekular- 
biologie wie z. B. dem Lehrbuch von Knippcrs ("Molckulare Gcnetik*\ 6. Auflage, Gcorg Thieme Verlag, Stuttgart, 
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Deutschland, 1995) oder dcm von Winnacker ("Gene und Klone", VCH Verlagsgesellschaa, Wcinhcim, Deutschland, 
1990). 

Mutationen, die zu ciner Vcrandcrung bzw. Herabsetzung dcr katalytischen Eigenschaficn von Enzymproteinen flih- 
ren, sind aus dem Stand der Technik bekannt; als Beispiele seien die Arbeiten von Qiu und Goodman (Journal of Biolo- 
gical Chemistry 272: 8611—8617 (1997)), Sugimoro el al. (Bioscience Biotechnology and Biochemistry 61: 1760 -1762 5 
(1997)) und Mockel ("Die Thrconindehydratasc aus Cory nebactcri urn glutaniicum: Aufhebung der allosterischen Regu- 
lation und Struktur des Enzyms\ Berichte des Forschungszenirums Julichs, Jul- 2906. ISSN09442952, Julich, Deutsch- 
land, 1994) genannt. Zusammenfassende Darstellungcn konnen bekannten Lehrbuchem der Genetik und Moiekularbio- 
logle wie z. B. dera von Hagemann ("Allgemeine Genetik". Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1986) entnommen werden. 

Als Mutationen kominen Transitioned Transversionen, Insertionen und Deietionen in Belraeht. In Abhangigkeit von to 
der Wirkung des Aininosaureaustausches auf die Enzymakiivitiit wird von Fehlsinnmutationen (rnissense mutations) 
oder Nichtsinnmutationen (nonsense mutations) gesprochen. Insertionen oder Deietionen von mindestens einem Basen- 
paar in einem Gen t'uhren zu Rasterverschiebungsmutationen (frame shift mutations), die dazu fiihren, daB falsche Ami- 
nosauren eingebaut werden oder die Translation vorzeitig abbricht. Deietionen von mehreren Kodonen fiihren typischer- 
weise zu einem vollstandigen Ausfall dcr EnzymaktivitaL Anleitungen zur Erzeugung derartiger Mutationen gehoren 15 
zum Stand der Technik und konnen bekannten Lehrbuchem der Genetik und Molekularbiologie wie z. B. dem Lehrbuch 
von Knippers ("Molekulare Genetik", 6. Auflage, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Deutschland, 1995), dem von Win- 
nacker ("Gene und Klone", VCH Verlagsgesellsehaft, Weinheinu Deutschland. 1990) oder dem von Hagemann ("Allge- 
meine Genetik", Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1986) entnommen werden. 

Ein Beispiel fur ein mutiertes pck-Gen ist das in Plasmid pK19mobsacBApck (big. 3) enthaltene Apck-Allel. Das 20 
Apck-Allel cnthalt lediglich die 5'- und die 3'-Flanke des pck-Gens; ein 1071 bp langer Abschnitt der Kodierregion fehlt 
(Deletion). Dieses Apck-Allel kann durch Integrationsmutagencsc in coryneforme Baktericn eingebaut werden. Hicrzu 
bedient man sich des oben angegebenen Plasmides pK19mobsacBApck, das in C. glutamicura nicht replizierbar ist, Nach 
( jbertragung durch Konjugation oder Transformation und homologer Rekorabination mittels eines ersten, Integration be- 
wirkenden "cross over"-Ereignisses und eines zweiten. eine Excision bewirkenden "cross over"-Ereignisses ini pck-Gen 25 
erreicht man den Einbau des Apck-Allels und erzielt einen Totalverlust der Enzymfunktion in dem jeweiligen Stamm. 

Anleitungen und Erlauterungen zur Integrationsmutagenese findet man beispielsweise bei Schwarzer und Punier (Bio/ 
Technology 9, 84-87 (1991)) oder Peters- Wendisch et ai. (Microbiology 144, 9 15-927 (1998)). 

Beispiele fur Aminosaure produzicrenden Stamme coryncformer Bakterien mit abgeschwachtem pck-Gen sind der 
Lysin produzierende Stamm MH20-22BApck und der Threonin-produziercnde Stamm DM368-2Apck. 30 

Zusatzlich kann es fur die Produktion von L-Aminosauren vorteilhaft sein, zusatzlich zur Abschwachung des pck- 
Gens eines oder mehrere Enzyme des jeweiligen Biosyntheseweges zu uberexprimieren. 

So kann beispielsweise fur die Herstellung von L-Lysin 

- gleichzeitig das fur die Dihydrodipicolinat-Synthase kodierende dapA-Gen uberexprinuert werden (EP- 35 
B 0 197 335), oder 

- gleichzeitig ein S-(2-Aminoethyl)-Cystein-Resistenz vermitlelndes DNA-Fraginent amplifiziert werden (EP- 
A 0 088 166). 

So konnen beispielsweise fur die Herstellung von L-Threonin 40 

- gleichzeitig das fllr die Homoserin-Dehydrogcnasc kodierende bom-Gen (Peoples ct al., Molecular Microbiology 
2, 63-72 (1988)) oder die ftir eine "feed back resistentc" Homoscrin-Dehydrogenase kodierenden hom*- bzw. 
hompBR Allele (Archer et al., Gene 107, 53-59 (1991); Remscheid et al., Journal of Bacteriology 173, 3228-3230 
(1991 )) uberexprimiert werden. 45 

Weiterhin kann es ftir die Produktion von L- Aminosauren insbesondere Lysin und Threonin vorteilhaft sein, neben der 
Abschwachung des pck-Gens unerwflnschte Nebenreaktionen auszuschalten (Nakayama: "Breeding of Amino Acid Pro- 
ducing Micro-organisms", in: Overproduction of Microbial Products, Krumphanzl, Sikyta, Vanek (eds.). Academic 
Press, London, UK, 1982). * ... 50 

Die erfindungsgemaB hergesteilten Mikroorganisjnen konnen kontinuierlich oder diskontinuierlich im batch- Verfah- 
ren (Satzkultivierung) oder im feed batch (Zulaufverfahren) oder repeated teed batch Verfahren (repetitives Zulaufver- 
fahren) zum Zwecke der Produktion von L-Aminosaureu insbesondere L-Lysin und L-Threonin kultiviert werden. Eine 
Zusammenfassung uber bekannte Kultiviemngsmethoden sind im Lehrbuch von Chmiel (Bioprozesstechnik 1. Einfuh- 
rung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren 55 
und periphcre Einrichtungen (Viewcg Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben. 

Das zu verwendende Kuiturmedium muB in gecignecer Weise den Anspriichen der jeweiligen Stamme gentigen. Be- 
schreibungen von Kulturmedien verschiedener Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods for General 
Bacteriology" der American Society for Bacteriology (Washington D. C, USA, 1981) enthalten. Als Kohlenstoffquelle 
konnen Zucker und Kohlehydrate wie z. B. Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Starke und Cel- 60 
lulose, Ole und Fette wie z. B. Sojao% Sonnenbiumenol, Erdnussol und Kokosfett, Fettsauren wie z. B. Palmitinsaure, 
Stearinsaure und linolsaure, Alkohole wie z. B. Glycerin und Ethanol und organische Sauren wie z. B. Essigsaure ver- 
wendet werden. Diese Stoffe konnen einzeln oder als Mischung verwendet werden. Als Stickstoffquelle k6nnen organi- 
sche Stickstoff-haluge Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, Fleischextrakt, Malzextrakl, Maisquellwasser, Sojaboh- 
nenmehl und Harnstoff oder anorganische Verbindungen wie Ammoniurasulfat, Ammoniumchlorid, Ammoniumphos- 65 
phai, Ammoniumcarbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die Stickstoffquellen konnen einzeln oder als Mi- 
schung verwendet werden. Als Phosphorquelle konnen Phosphorsaure, Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhy- 
drogenphosphat oder die entsprcchenden Natrium haltigcn Salze verwendet werden. Das Kuiturmedium muB weiterhin 
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Salzc von Metallcn enthaltcn wic z. B. Magnesiumsulfat oder Eisensulfat, die flir das Wachstum notwendig sind. 
SchlieBlich konnen cssentiellc Wuchsstoffc wic Aminosauren und Vitamine zusatzlich zu den oben genannten Stoffcn 
eingcsctzt wcrden. Dem Kulturmcdium konnen iiberdies gccignetc Vorstufen zugesetzt werden. Die gcnanntcn Einsatz- 
stoffe konnen zur Kultur in Form eines einmaligen Ansatzes hinzugegehen oder in geeigneter Weise wahrend der Kulti- 

5 vierune zugefiittert werden. 

Zur pH-Kontrolle der Kultur werden basischc Verbindungcn wic Nairiumhydroxid. Kaliumhydroxid, Ammoniak bzw. 
Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wie Phosphorsaure oder Schwefelsaure in geeigneter Weise eingesetzt. Zur 
Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Antischaummitte! wie z. B. Fettsiiurepoiyglykolester eingesetzt werden. Zur 

' Aufrechterhaltung der Stabilitat von Plasmiden konnen dem Medium geeignete selektiv wirkende StotYe z. B. Antibio- 

10 tika hinzugefuet werden. Urn aerobe Bedingungen aufreehlzuerbalten werden Sauerstoff oder SauerstofT haltige Gasmi- 
schungen wie z. B. Lufl in die Kultur eingetragen. Die Temperalur der Kullur liegt normalerweise bei 20°C bis 45°C und 
vorzugsweise bei 25°C bis 40°C. Die Kultur wird solange fortgesetzt, bis sich ein Maximum der gewunschten L-Ami- 
nosaure gebildet hat. Dieses Ziel wird normalerweise innerhalb von 10 Stunden bis 160 Stunden erreicht. 

Folgender Mikroorganismus wurde bei der Deutschcn Samrnlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, 

15 Braunschweig, Dcutschland) gemaB Budapester Vertrag hinterlegt: 

- Escherichia coli Stamm DH5a/pK19mobsacBApck als DSM 13047. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren dient zur fermentaliven Herstellung von L-Aminosauren, insbesondere L-Aspara- 
20 ginsaure, L-Asparagin, L-Homoserin, L-Threonin, L«Isoleucin und L-Methionin rait coryneformen Bakterien, insbeson- 
dere der Herstellung von L-Lysin und L-Threonin. 

Beispiele 

25 Die vorliegende Erfindung wird im folgenden anhand von AusfUhrungsbeispielen naher erlautert. 

Zu diesem Zweck wurden unter anderem Versuche mil dem Lysin-Produzenten Corynebacterium giutamicum Stamm 
MH20-22B und dem Threonin-Produzenten Brevibacterium flavum Stamm DM3 68-2 durchgefuhrt. Stamm MH20-22B 
ist als DSM5715 (EP-B-0 435 132) und Stamm DM368-2 als DSM5399 (EP-B-0 385 940) bei der Deutschen Sammlung 
fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) gemafi Budapester Vertrag hinterlegt 

30 

Beispiel 1 



Isolierung des pck-Gens 

35 Zur Isolierung des PEP-Carboxykinase-Gens (pek) aus C giutamicum wurde basierend auf dem Cosmid pHC79 
(Hohn und Collins, Gene 11 (1980) 291-298) eine Cosmid-Genbank nach bekannter Methodik (Sambrook et aL, Mole- 
cular Cloning, A Laboratory Handbook. 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) angelegt. Dazu wurde aus C. giu- 
tamicum ATCC13032 chromosomale DNS isoliert (Eikmanns et ai., Microbiology 140 (1994) 1817-1828) und mit dem 
Restrikdonsenzym Sau3 A partieU verdaut. Nach Ligation der erhaltenen Fragmente in die Bamffi-SchnittsteUe des Cos- 

40 mids pHC79 wurde der Ansatz in die Proteinhulle des Bakteriophagen lambda verpackt und der E. coh-Stamm ED8654 
(Murray et aL Molecular and General Genedcs 150 (1997) 53-61) damit transfizicrt. Die \ferpackung der rekombinanten 
Cosmide in die Proteinhulle des Phagcn Lambda erfolgtc nach einer Methode von Sternberg et al. (Gene 1 (1979) 
255-280), die Transfektion von E. coli ED8654 nach einer Methode von Sambrook et al. (Molecular Cloning, A Labo- 
ratory Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press). Aus insgesamt 30 der erhaltenen rekombinanten E. 

45 coli-Klone wurden die entsprechenden Cosmide isoliert (Sambrock et al., Molecular Cloning. A Laboratory Handbook, 
1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) und einer Restriktionsanalyse mit dem Enzym HindHI unterzogen. Es 
zeigte sich, daB 24 der untersuchten Cosmide Inserts besaflen, und daB die Inserts GroBen von ungefahr 35 kb aufwiesen. 
Insgesamt 2200 Cosmid-tragende E. coli-Klone wurden vereinigt und aus diesem Gemisch nach bekanntem Verfahren 
(Sambrock et aL, Molecular Cloning, A Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) die Cos- 

50 mid-DNA prapariert. 

Zur Isolierung des pck-Gens aus C. giutamicum wurde die Cosmid-Genbank in die PEP-Carboxykmase-detekte b. 
coli-Mutante HG4(Goldie and Sanwaljournal of Bacteriology 141 (1980) 115-1121) nach bekanntem Verfahren (Sam- 
brock et al Molecular Cloning, A Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) transforrmert 
Die Mutante HG4 ist aufgrund ihres FEP-Carhoxykinase-Defektes nicht mehr in der Lage, auf Succraat als einziger Koh- 

55 lenstoffquelle zu wachsen. Nach Transformation der Cosmid-Genbank in dicsc Mutante wurden insgesamt 1200 Klone 
erhalten Von diesen zeigten insgesamt zwei Klone Wachstum auf M9-Minimalmedium (Sambrock et aL, Molecular Clo- 
ning, A Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) mit Succinat (0.4%) als einziger Kohlen- 
storTquelle. Nach Isolierung der entsprechenden Cosmide (Sambrock et al., Molecular Cloning, A Laboratory Handbook, 
1989 Cold Spring Harbour Laboratory Press) aus diesen Klonen und erneuter Transformation in die E. coli-Mutante 

60 HG4waren die resultierenden Klone erneut in der Lage, auf M9-Medium mil Succinat als einziger Kohlenstoffquelle zu 

wachsen. , . , . . 

Urn das pck-Gen aus C giutamicum auf einem kleineren Fragment einzugrenzen, wurden die zwei komplemen&eren- 
den Cosmide mit den Restriktionsenzymen Xhol, Seal und PvuH verdaut und nach bekannter Methode (Sambrock et al., 
Molecular Cloning, A Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) auf einem 0,8%igen Agaro- 
65 segel im elektrischen Feld aufgetrennt Fragmente im GroBenbereich iiber 3,0 kb wurden durch Elektroeluuon (Sam- 
brock et al., Molecular Cloning, A Laboratory Handbook, 1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) aus dem Gel 
isoliert und in die Sail (Xhol-^verdau), bzw. in die Klenow-behandelte EcoRI-Schnittstelle (Seal- und PvuII- Verdau) des 
Vcktors pEKO (Eikmanns et aL, Gene 102 (1991) 93-98) ligiert. Mit den Ligationsansatzen wurde E. coli HG4 transfor- 
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miert und die erhaitcnen Transformanten erneut auf ihre Fahigkeit untersucht auf Succioat als alleiniger KohlenstofF- 
quclle zu wachsen. In dcra Transformationsansatz mit demPvuII-LigaUonsansatz zeigten sich sieben Klonc, dercn Ptas- 
mide der Mutante HG4 Wachsrum auf Succinat crlaubten. Aus den rekombinanten Stammen wurden die entsprechenden 
Plasmide isoliert und einer ResiriktAonskartierung unterzogen. Es zeigte sich, daS alle sieben Plasmide das gleiche 4.3-kb 
PvuIHnseit (rugen, drei in der einen Orientierung, vier in der anderen. In Abhangigkeitvon der Orientierune des Inserts 5 
im Vektor wurden die neu konstruicrten Plasmide als pEK-pckA und pEK-pckB bczcichnet. Die Restrikiionskanen bci- 
der Plasmide sind in Fig. 1 und 2 dargestellt. 

Beispiel 2 

10 

Sequenzierung des pck-Struklurgens und angrenzender Bereiche 

Fur die Sequenzierung wurde das circa 3.9 kb groBe EcoRI-Fragment aus pEK-pckA (dabei stammt eine EcoRI- 
Schnittstelte aus dem Vektor pEKO) nach bekannter Methode isoliert. Die iiberhangenden Enden des Fragmentes wur- 
den mit Klenow-Polymerase zu glattcn Enden aufgcfUllt (Sambrock ct al, Molecular Cloning, A Laboratory Handbook, 15 
1989, Cold Spring Harbour Laboratory Press) und in die EcoRV-Schnittstclle des Vektors pGEM-5Zf(+)(Promega Cor- 
poration, Madison, WI, USA) ligiert. Die Insertion des so erzeugten Plasmides wurde durch die Kettenabbruch-Sequen- 
ziermethode (Sanger et al.. Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 74 (1977) 5463-5467) sequenziert. 
Sie ist als SEQ ID No. 1 dargestellt. Die erhaltene Nukleotidsequenz von 3935 bp wurde mit dem Programmpaket HU- 
SAR (Release 3.0) des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Die Sequenz- 20 
analyse der Fragmente ergab ein offenes Leseraster von 1830 bp Lange, das fiir eine Protein bestehend aus 610 Amino- 
sauren kodicrt 

Beispiel 3 

25 

Oberexpression des pck-Gens 

Durch Elektroporauon mit nachfolgender Selektion auf Kanamycin (50 ug/ml) enthaltenden BHI-Agarplatten (Liebl 
et al., FEMS Microbiology Letters 65 (1989) 299-304) wurden die Plasmide pEK-pckA und pEK-pckB in den C. gluta- 
micum Stamm ATCC13032 eingefuhrt und die resultiercnden Stammc als ATCC13032/pEK-pckA und 30 
ATCC13032/pEK-pckB bezeichnet. Diese beiden Stamme und der Ausgangsstamm wurden in Luria-Bertani-Komplex- 
medium [Sambrook et al., Molecular Cloning, A laboratory manual (1989) Cold Spring Harbour Laboratory Press] ge- 
zuchtet und der PEP-Carboxykinase-lest entsprechend der Methode wie sie von Bentle and Lardy [Journal of Biological 
Chemistry 251 (1976) 2916-2921] beschrieben wurde, durchgefuhrt. Das Ergebnis der Analyse ist in Tabelle 1 darge- 
stellt und zeigt, daB die PEP-Carboxykinase-Aktivitat in den beiden Stammen mit den Plasraiden pEK-pckA bzw. pEK- 35 
pckB 10- bis 12fach hoher ist als im Ausgangsstamm. 

Tabelle 1 

PEP-Carboxykmase-Aktivitat in verschiedenen Stammen 40 



Stamm 


PEP-Carboxykinase 
(nmol min" 1 mg Protein" 1 ) 


ATCC13032 


120 


ATCC 1 3 0 3 2 /pEK-pc kA 


1270 


ATCC1 3 032 /pEK-pc kB 


1510 



55 

Beispiel 4 

Herstellung eines Integrationsplasmides fiir die Deletionsmutagenese des pck-Gens 

Fiir die Inaktiviemng des PEP-Carboxykinase-Gens wurde aus dem Veklor pEK-pckB (Fig. 2) das EcoRI-SacI Frag- 60 
ment des pck-Gens isoliert und in den Vector pGEM-7Zf(+)(Promega Corporation, Madison, WI, USA) einligiert Aus 
dem resultierenden Plasmid wurde ein pek-internes l,07kb Hindll-Hindin-Fragment deletiert, anschlieBend das pek- 
Gen mit der 1 ,07-kb-Deletion als BM-SacI-Fragment isoliert und nach AuffMen der ilberhangenden Enden in den in C. 
glutamicuin nichl-reptikativen Vektor pkl9raobsacB (Schafer et al., Gene 145, 69-73 (1994)) ligiert In dem so konstru- 
ierten Integrationsplasmid pK19mobsacBApck (Fig. 3) grenzt der 5*-Bereich des pck-Gens (350 bp) direkt an den 3-Be- 65 
reich des pck-Gens (340 bp); im Genom sind die beiden Bereiche durch 1071 bp voneinander getrennt Bis zu diesern 
Schritt wurden alle Klonierungen in EL coli DH5a als Wirt durchgefuhrt 
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Bcispiel 5 

Deletionsmutagcnesc des pck-(]cns in dem Lysin-Produzentcn MI120-22B 

5 Mil dem Imegrationsplasmid pK19mobsacBApck wurde dann E. coli S17-1 iransformiert (Simon et al„ BioVTechno- 
* logy L7S4-791 (1983)). Dicser Stamm ennoglicht den Transfer cines Plasmidcs naeh Coryncbacicrium glutainicum 
durch ^Conjugation (Schafer et al.. Journal of Bacteriology 172 (1990) 1663-1666). Als Rezipient der Konjugarion wurde 
der Lysinproduktionsstamm C. glutamicum MH20-22B verwendet (Schrumpf et al., Applied Microbiology and Biotech- 
nology 37 (1992) 566-571)). Aus der Konjugation zwischen E. coli S17-l/pkl9mobsacBApck und C. glutainicum 

10 MH20-22B und nachlblgenden Selektion auf Luria-Bertani-Agar-Platten mil Kanamycin (25 ug/ml) und Nalidixinsaure 
(50 ug/ml) wurden mehrere Trans konjug an ten erhalten. Zur Selektion auf das zweite Rekombinationsereignis, das zur 
Excision des Vektors sarat pck-Gen fuhren soli, wurden diese Transkonjuganten auf Antibiotika-freiem Luria-Bertani- 
Komplexmedium [Sambrook et al. Molecular Cloning, A laboratory manual (1989) Cold Spring Harbour Laboratory 
Press] mit 1% Glucose kultiviert und dann auf dem gleichen Medium plus 10% Saccharose ptartiert. Das auf dem Vektor 

15 pk!9mobsacB vorhandene sacB-Gen kodiert fur das Enzym Levansucrase und fuhrt zur Synthesc von Levan aus Saccha- 
rose. Da Levan furC. glutamicum toxisch ist, konnen nur C. glutamicum Zellen, die das Integrationsplasmid vcrloren ha- 
ben, auf Saccharose-halugern Medium wachsen (Jager et al., Journal of Bacteriology 174 (1992) 5462-5466). 30 Sac- 
charose-resistente Klone wurden auf ihre Kanamycin-Sensitivitat hin uberpriift. Fur 11 der getesteten Klone konnte ne- 
ben der Saccharose-Resistenz auch die gewunschte Kanamycin-Sensitivitat bestatigt werden. In diesen 11 Klonen war 

20 also der Vektorhintergrund wieder excisiert. Ob auch die gewunschte Deletion erfolgt war, wurde durch Analyse mittels 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) geprufL Dafur wurde chromosomaie DNA von einer Kolonie des Ausgangsstamms 
und von Kolonien der 1 1 Kanamycin- sensitiven Klone freigesetzt. Hicrzu wurde die jeweiligc Kolonie mit einem Zahn- 
stocher von der Agarplatte abgenommen, in 50 ul H 2 0 suspendiert und 5 Minutcn bei 95°C inkubiert. Jeweils 1 pi derer- 
haltenden Losung wurden als Template in die PCR eingesetzt. Als Primer wurden Oligonukleotide verwendet, die die 

25 Bereiche von Nukleotid 2136 bis 2158 und von 3815 bis 3793 in der SEQ ID No. 1 abdecken. Die PCR-Bedingungen 
waren: Vordbdenalurierung: 150 Sekunden bei 94°C; Denaturierung 60 Sekunden bei 94°C; Hybridisierung 30 Sekunden 
bei 60°C; Amplifizierung 120 Sekunden bei 72°C; 30 Zyklen, End-Extension 240 Sekunden bei 72°C. Im Ansatz mit der 
DNA des Ausgangsstammes wurde aufgrund der gewahlten Primer ein PCR-Produkt von 1,68 kb erwartet In der PCR 
mit der pck-Dcletionsmutantc wurde ein PCR-Produkt von 0,61 kb erwartet. Bei einem Klon wurde ein 0,61 kb groBes 

30 PCR-Produkt erhalten. Dadurch wurde die gewunschte Deletion des internen 1071 bp groBcn pck-Fragmentes bei dic- 
sem Klon nachgewiesen. Der Klon wurde als MH20-22BApck bezeichnet. In den Ansatzen der ubrigen Klonen wurde 
das 1,68 kb PCR-Produkt nachgewiesen. In diesen war der Vektor also so excisiert, daB die genoraische Ausgangssitua- 
tion wieder hergestellt war. 

Der Stamm MH20-22BApck und der Ausgangsstamm MH20-22B wurden in Luria-Bertani-Komplexmedium plus 1 % 
35 Glucose angezogen und der PEP-Carboxykinase-'Iest wurde entsprechend der Methode, wie sie bei Bentle and Lardy 
(Journal of Biological Chemistry 251 (1976) 2916-2921) beschrieben ist, durchgefuhrt. Das Ergebnis der Analyse (Ta- 
belle 2) zeigL daB in der Mutante MH2Q-22BApck im Gegensatz zum Ausgangsstamni MH20-22B keine PEP-Carboxy- 
kinase-Akti vital mehr nachweisbar ist 

40 Tabelle 2 



PEP-Carboxykinase-Akti vital in verschiedenen Stammen 



Stamm 


PEP-Carboxykinase 
(nmol min" 1 mg Protein" 1 ) 


MH20-22B 


65 


MH20-22BApck 


< 3 * 



3 nmol min" 1 mg Protein" 1 ist die Nachweisgrenze 

55 



Beispiel 6 
Produktion von L-Lysin 

60 

Zur Untersuchung der Auswirkung der InaktiYierung des PEP-Carboxykinase-Gens auf die Lysinproduktion wurde 
der Stamm MH20-22B (Schrumpf et al., Applied Microbiology and Biotechnology 1992, 37: 566-571) sowie die PEP- 
Carboxykinase-negauve Mutante MH20-22BApck (Beispiel 5) in Luria-Bertani-Komplexmedium plus 1% Glucose kul- 
tiviert und das Fennentationsmedium CGX3I (Keilhauer et aL, Journal of Bacteriology 1993, 175: 5595-56X13) aus den 
65 beiden Vorkulturen beimpft (5% Inokulura, Optische Dichte bei 600 nm circa 0,5). Das Medium enthielt zusatzlich 
3 mM Leucin, da die beiden Stamme Leucin-auxotroph sind. Die Ansatze bestanden aus jeweils 60 ml Kullur, die in 
500 ml-Erlenmeyer-Kolben mit Schikanen enthalten waren. Nach Kuluvierung fur 24 Stunden bei 28°C auf einem Ro- 
tationsschutUer vom TVp Ccrtomat S/50 (Hrma B. Braun Biotech International, Melsungen, Deutschland) bei 120 Upm 
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i 

wurde die Konzentration des in das Medium ausgeschiedenen Lysins bestimmt. , 

Die Bestimraung der Aminosaurekonzcntratton crfolgtc mittels Hochdruckflussigkeitschromaiographie (Jones und 
Gilligan, Journal of Chromatography 1983, 266: 471-482). Das Ergebnis dcr Fermentation ist in Tabelle 3 dargestellt. 

Tabelte 3 

Lysinkonzentration im Kulturiiberstand der Stamme MH20-22B und MH20-22BApck 



Stamm 


L-Lysin (mM) 


MH20-22B 


54 


MH20-22BApck 


65 



10 



15 



Beispiel 7 

Deletionsmutagenese des pck-Gens in dem Tlireonin-Produzenten DM368-2 

Mit dem E. coli-Stamm S17-l/pkl9mobsacBApck wurde wic im Fall des Lysinproduzenten MH20-22B cine Konju- 
gation mit dera Threoninproduzenten DM368-2 mit anschliefiender Selektion auf die erste und zweite Rekombination 
durchgefuhrt (siehe Beispiel 5). Von 30Saccharose-resistenten Klonen waren 14 Kanamycin-sensiUv. Von diesen konnte 
in zweien, als DM368-2Apckl6 und DM368-2Apckl8 bezeichneten Klonen mit Hilfe der in Beispiel 5 beschriebenen 
PGR- Analyse die 1071 bp- Deletion im pck-Gen nachgewiesen werden. 

Ein Enzymtest mit dem Ausgangsstamm DM368-2 und den beiden pck-Deletionsstammen DM368- 2Apck 16 und 
DM368-2Apckl8, durchgefuhrt wie in Beispiel 5 bcschricben f zeigte, da6 in diesen Mutanten kcine PEP-Carboxykinasc- 
Aktivitat nachweisbar ist (Tabelle 4). 

Tabelle 4 

PEP-Carboxykinase-Aktivitat in verschiedenen Stammen 



Stamm 


PEP-Carboxykinase 
(nmol min" 1 mg Protein' 1 ) 


DM368-2 


79 


DM368-2BApckl6 


< 3 * 


DM368-2BApckl8 


< 3 * 



3 nmol min"* 1 mg Protein" 1 ist die Nachweisgrenze 

Beispiel 8 
Produktion von L-Threonin 

Analog zu den Experimcnten zur L-Lysinproduktion wurde auch die Akkumulalion von Thrconin im Kulturiiberstand 
des FEP-Carboxykinase-defekten Stammes DM368-2BApck1 6 im Vergleich mit dem Ausgangsstamm DM368-2 unter- 
sucht Dazu wurden die beiden Stamme in Luria-Bertani-Komplexmedium plus 1% Glucose gezdehtet und das Fermen- 
tationsmedium CGXII aus den Vorkulturen beimpft. Nach Kuluvierung fiir 24 Stunden bei 28°C auf dem Rotations- 
schiittler bei 120 Upm wurde die Konzentration des in das Medium ausgeschiedenen Threonins besdmmt 

Die Bestimmung der Aminosaurekonzentration erfolgte mittels Hochdnickflussigkeitschromatographie (siehe oben). 
Das Ergebnis der Fermentation ist in Tabelle 5 dargestellt. 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelie 5 

Thrcontnkonzcntration im Kulturubcrstand der Stammc DM368-2 und DM368-2Apckl6 



Stamm 


L-Threonin (mM) 


DM368-2 


8 


DM368-2Apckl6 


22 



15 

Abbildungen 

Folgende Figuren sind beigefiigt: 
Fig. 1 Restriktionskarte des Plasmides pEK-pckA, 
20 Fig. 2 Restriktionskarte des Plasmides pEK-pckB, 

Fig. 3 Restriktionskarte des Plasmides pkl9mobsacBApck. 

Bei der Angabe der Basenpaarzahlen handelt cs sich um ca.-Wertc, die im Rahmcn der Reproduzicrbarkeit erhalten 
wcrden. 

Die verwendeten Abkiirzungen und Bezeichnungen haben folgende Bedeutung: 
25 sacB: sacB-Gen 

ori V: Replikationsursprung V 

ori T: Replikationsursprung fur den Transfer 

Km-r: Kanamycin Resistenz 

Kpnl: Schnittsteile des Restriktionscnzyms Kpnl 
30 HindllT: Schnittslellc des Restriktionsenzyms Hindm 

Hindi!: Schnittstelle des Restriktionsenzyms HindTI 

PstI: Schnittstelle des Restriktionsenzyms PstI 

SphI: Schnittstelle des Restrikdonsenzyms SphI 

Xbal: Schnittstelle des Restriktionsenzyms Xbal 
35 Sail: Schnittstelle des Restriktionsenzyms Sail 

Sad: Schnittstelle des Restrikuonsenzyms Sad 

Bfrl: Schnittstelle des Restriktionsenzyms Bfrl 

Seal: Schnittstelle des Restriktionsenzyms Seal 

BamHT. Schnittstelle des Restriktionsenzyms BamHI 
40 FxoRI: Schnittstelle des Restriktionsenzyms EcoRI 

pek': 3'-terminalcs Fragment des pck-Gens 

pek: 5'-tcrminalcs Fragment des pck-Gcns 

pek: pck-Gen. 



10 



DE 199 50 409 A 1 

SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Degussa-Huls AG 

Forschungszentrum Jtilich GmbH 

<120> Neue fur das pck-Gen codierende Nukleotidsequenzen . 

<130> 990110BT 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 3935 
<212> DNA 

<213> Corynebacterium glutamicum 

<220> 

<221> CDS 

<222> (2022) . . (3851) 

<400> 1 



ctggcagttc 


tcctaattga 


tcgcgggaat tatcagaaat agacattatt 


tgttattttt 


60 


cctgttcaac 


tttaaaactt 


caatattcgt gagtttggat gaatccctag 


agcactacct 


120 


tttagacctc 


tcgctgcaat 


ttaggccagt tgagatttaa gctttccgac 


gattcttctc 


180 


attactgcaa 


tcgtaccggc 


gatggtggac acgatgacat gaaagagcat 


taaagcaatc 


240 


aagtacaggc 


tgaagtagtt 


aaaccactcc actccggtgc tctgtgataa 


aaaatgcgca 


300 


cccaaactca 


aagtgccaac 


tgggaaggta ctggcccacc atgtggggct 


gtatgtcgcc 


360 


cctttgaaaa 


cagctctgta 


gaacacaaag tgagcgatgg ctcccagagg 


aatcgtaaaa 


420 


attcccatga 


tgatgccgta 


aataatgccc attgtgattg ctgtcttgga 


tccaaaggac 


480 


gcaccgatga 


gctgagctgc 


tgcagtggat tggcccacca tacccaaagg 


aatccatgat 


540 


gttggtgttg 


ccatcagtgg 


gatgccctgc gccttggggc cgaaatagta 


gaaatacact 


600 


cgggtaaaaa 


ctgctggtgc 


agacgccaaa gttaaaagga agagcccgaa 


agaaacccac 


660 


agcatcgccg 


gaagttcaaa 


gtgctcatgg agttgtgctg ccgaggtgga 


agcaaccatc 


720 


ggcgtgacaa 


gaggaagacc 


ccacgcaaaa gttggtgtgc ccgccttaga 


tcgcaaaatg 


780 


gccgttatat 


ataaggaata 


ggcaacaagt cccacggctg tgccaataga 


ccagcacaca 


840 


aacataaatc 


cccacagatc 


atcacccaaa actacggggc ttgcagttcc 


caatgcgatc 


900 


aaacccatgg 


acagcattgc 


ccatgccggc atgacttcag ttttgaatga 


aggagagcgg 


960 


tagattagcc 


aaccgccaat 


aatgacaatt gccaccacaa cagctaacgc 


gaagaagaaa 


1020 
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tctgcgacga 


ctggaaaacc 


atggattttc 


aacagtgatg 


acaacaatga 


gafcgcccatg 


1080 


agggaaccag 


cccacgaggg 


gccaggtgga 


ggtaagaccg 


cagcgtagct 


tttggtcgaa 


1140 


gaaggagtgg 


gcatgcccat 


tactttaagc 


Ctttggggca 


gtgaaaccgc 


taaatgggag 


1200 


cgttgtgcgc 


tcgatcactg 


gtctagacct 


ttgggctcca 


aaagttgcaa 


tttcgcgaat 


1260 


acttcaacac 


ttgtttgcaa 


tgtttgttaa 


taaatgggtt 


cgctagtgga 


ttctgtcgtt 


1320 


agtactggcc 


gtcgtggtgg 


ggtcatgtat 


ttaggtaggg 


caaagttaag 


atcagagcac 


1330 


tttttgatac 


gactaactgg 


atataacctt 


tggggtaacg 


tggggatgtg 


tgtgagtaat 


1440 


tttcaaagta 


tttaaaaggg 


ggatctaggg 


taaaaatttg 


gcttcaagta 


catatcttta 


1500 


gttcggtagt 


tgagggcggg 


tggtgacagt 


gcgggcatgc 


atgtgagtgt 


aaatgttgtt 


1560 


ttaaaaaggt 


gtgtactgac 


agtgggccgg 


tttgtgctgg 


tcggccacta 


gcggagtgct 


1620 


tggattgtga 


tggcagggta 


agggaaaggg 


attaccatta 


ccgctgttct 


tggcgttttg 


1680 


ttgcctattg 


tccgaatgtt 


aagtgttaat 


ggtgggaaaa 


ctgggaaagt 


tgtcccctgg 


1740 


aatgtgtgag 


aattgcccaa 


atctgaaccc 


aatggccatg 


gacggggaat 


gaactgtcgg 


1800 


agaacggttg 


aggttaattc 


ttgaaaccac 


ccccaaaata 


ggctatttaa 


aegggtgetc 


1360 


tcatattaaa 


gaaagtgtgt 


agatgcgtgt 


gggcaggggg 


taggtccact 


ggtaatgaca 


1920 


aatgtgtccg 


ttgtctcacc 


taaagtttta 


actagttctg 


tatctgaaag 


etaegctagg 


1980 


gggcgagaac 


tctgtcgaat 


gacacaaaat 


ctggagaagt 


a atg act act get gca 
Met Thr Thr Ala Ala 


2036 



1 5 

ate agg ggc ctt cag ggc gag gcg ccg acc aag aat aag gaa ctg ctg 2084 
lie Arg Gly Leu Gin Gly Glu Ala Pro Thr Lys Asn Lys Glu Leu Leu 
10 15 20 

aac tgg ate gca gac gec gtc gag etc ttc cag cct gag get gtt gtg 2132 
Asn Trp lie Ala Asp Ala Val Glu Leu Phe Gin Pro Glu Ala Val Val 
25 30 35 

ttc gtt gat gga tec cag get gag tgg gat cgc atg gcg gag gat ctt 2180 
Phe Val Asp Gly Ser Gin Ala Glu Trp Asp Arg Met Ala Glu Asp Leu 
40 45 50 

gtt gaa gee ggt acc etc ate aag etc aac gag gaa aag cgt ccg aac 2228 
Val Glu Ala Gly Thr Leu lie Lys Leu Asn Glu Glu Lys Arg Pro Asn 
55 60 65 

age tac eta get cgt tec aac cca tct gac gtt gcg cgc gtt gag tec 227 6 
Ser Tyr Leu Ala Arg Ser Asn Pro Ser Asp Val Ala Arg Val Glu Ser 
70 75 80 85 
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cgc acc ttc ate tgc tec gag aag gaa gaa gat get ggc cca acc aac 2324 

Arg Thr Phe lie Cys Ser Glu Lys Glu Glu Asp Ala Gly Pro Thr Asn 
90 95 100 

5 

aac tgg get cca cca cag gca atg aag gac gaa atg tec aag cat tac 2372 

Asn Trp Ala Pro Pro Gin Ala Met Lys Asp Glu Met Ser Lys His Tyr 
105 110 U5 

get ggt tec atg aag ggg cgc acc atg tac gtc gtg cct ttc tgc atg 2420 . io 

Ala Gly Ser Met Lys Gly Arg Thr Met Tyr Val Val Pro Phe Cys Met 
120 125 130 



ggt cca ate age gat ccg gac cct aag ctt ggt gtg cag etc act gac 24 68 
Gly Pro He Ser Asp Pro Asp Pro Lys Leu Gly Val Gin Leu Thr Asp 
135 140 145 

tec gag tac gtt gtc atg tec atg cgc ate atg acc cgc atg ggt att 2516 
Ser Glu Tyr Val Val Met Ser Met Arg He Met Thr Arg Met Gly He 
150 155 * 160 * 165 



15 



20 



gaa gcg ctg gac aag ate ggc gcg aac ggc age ttc gtc agg tgc etc 2564 

Glu Ala Leu Asp Lys He Gly Ala Asn Gly Ser Phe Val Arg Cys Leu 

170 175 180 25 

cac tec gtt ggt get cct ttg gag cca ggc cag gaa gac gtt gca tgg 2612 

His Ser Val Gly Ala Pro Leu Glu Pro Gly Gin Glu Asp Val Ala Trp 

185 190 195 

30 

cct tgc aac gac acc aag tac ate acc cag ttc cca gag acc aag gaa 2 660 

Pro Cys Asn Asp Thr Lys Tyr lie Thr Gin Phe Pro Glu Thr Lys Glu 

200 205 210 

att tgg tec tac ggt tec ggc tac ggc gga aac gca ate ctg gca aag 2708 35 

He Trp Ser Tyr Gly Ser Gly Tyr Gly Gly Asn Ala lie Leu Ala Lys 

215 220 225 

aag tgc tac gca ctg cgt ate gca tct gtc atg get cgc gaa gaa gga 2756 40 

Lys Cys Tyr Ala Leu Arg He Ala Ser Val Met Ala Arg Glu Glu Gly 

230 235 240 * 245 

tgg atg get gag cac atg etc ate ctg aag ctg ate aac cca gag ggc 2804 

Trp Met Ala Glu His Met Leu He Leu Lys Leu He Asn Pro Glu Gly 45 

250 - 255 260 



aag gcg tac cac ate gca gca gca ttc cca tct get tgt ggc aag acc 2852 
Lys Ala Tyr His He Ala Ala Ala Phe Pro Ser Ala Cys Gly Lys Thr 
265 270 275 

aac etc gec atg ate act cca acc ate cca ggc tgg acc get cag gtt 2900 
Asn Leu Ala Met He Thr Pro Thr He Pro Gly Trp Thr Ala Gin Val 
280 285 290 

gtt ggc gac gac ate get tgg ctg aag ctg cgc gag gac ggc etc tac 2948 
Val Gly Asp Asp He Ala Trp Leu Lys Leu Arg Glu Asp Gly Leu Tyr 
295 300 305 



50 



55 



60 



65 
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5 



gca gtt aac cca gaa aat ggt ttc ttc ggt gtt get cca ggc acc aac 2996 
Ala Val Asn Pro Glu Asn Gly Phe Phe Gly Val Ala Pro Gly Thr Asn 

310 315 320 325 

tac gca tec aac cca ate gcg atg aag acc atg gaa cca ggc aac ace 304 4 
Tyr Ala Ser Asn Pro lie Ala Met Lys Thr Met Glu Pro Gly Asn Thr 
330 335 340 

io ctg ttc acc aac gtg gca etc acc gac gac ggc gac ate tgg tgg gaa 3092 
Leu Phe Thr Asn Val Ala Leu Thr Asp Asp Gly Asp lie Trp Trp Glu 
345 350 355 



15 



20 



35 



40 



ggc atg gac ggc gac gee cca get cac etc att gac tgg atg ggc aac 314.0 
Gly Met Asp Gly Asp Ala Pro Ala His Leu lie Asp Trp Met Gly Asn 
360 365 370 

gac tgg acc cca gag tec gac gaa aac get get cac cct aac tec cgt 3188 
Asp Trp Thr Pro Glu Ser Asp Glu Asn Ala Ala His Pro Asn Ser Arg 
375 380 385 



tac tgc gta gca ate gac cag tec cca gca gca gca cct gag ttc aac . 3236 

Tyr Cys Val Ala lie Asp Gin Ser Pro Ala Ala Ala Pro Glu Phe Asn 
25 390 395 400 405 ' 

gac tgg gaa ggc gtc aag ate gac gca ate etc ttc ggt gga cgt cgc 3284 

Asp Trp Glu Gly Val Lys lie Asp Ala He Leu Phe Gly Gly Arg Arg 
410 415 420 

30 

gca gac acc gtc cca ctg gtt acc cag acc tac gac tgg gag cac ggc 3332 

Ala Asp Thr Val Pro Leu Val Thr Gin Thr Tyr Asp Trp Glu His Gly 

425 430 435 

acc atg gtt ggt gca ctg etc gca tec ggt cag acc gca get tec gca 3380 

Thr Met Val Gly Ala Leu Leu Ala Ser Gly Gin Thr Ala Ala Ser Ala 
440 445 450 

gaa gca aag gtc ggc aca etc cgc cac gac cca atg gca atg etc cca 34 28 

Glu Ala Lys Val Gly Thr Leu Arg His Asp Pro Met Ala Met Leu Pro 
455 460 465 

ttc att ggc tac aac get ggt gaa tac ctg cag aac tgg att gac atg 347 6 

45 Phe He Gly Tyr Asn Ala Gly Glu Tyr Leu Gin Asn Trp He Asp Met 
470 475 480 485 



50 



55 



60 



ggt aac aag ggt ggc gac aag atg cca tec ate ttc ctg gtc aac tgg 3524 

Gly Asn Lys Gly Gly Asp Lys Met Pro Ser He Phe Leu Val Asn Trp 

4 90 495 500 

ttc cgc cgt ggc gaa gat gga cgc ttc ctg tgg cct ggc ttc ggc gac 3572 

Phe Arg Arg Gly Glu Asp Gly Arg Phe Leu Trp Pro Gly Phe Gly Asp 

505 510 515 

aac tct cgc gtt ctg aag tgg gtc ate gac cgc ate gaa ggc cac gtt 3620 

Asn Ser Arg Val Leu Lys Trp Val He Asp Arg He Glu Gly His Val 

520 525 530 



65 
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» 

ggc gca gac gag acc gtt gtt gga cac acc get aag gec gaa q&c etc 3668 
Gly Ala Asp Glu Thr Val Val Gly His Thr Ala Lys Ala Glu Asp Leu 
535 540 545 

gac etc gac ggc etc gac acc cca att gag gat gtc aag gaa gca ctg 3716 
Asp Leu Asp Gly Leu Asp Thr Pro lie Glu Asp Val Lys Glu Ala Leu 
550 555 560 565 

acc get cct gca gag cag tgg gca aac gac gtt gaa gac aac gee gag 3764 
Thr Ala Pro Ala Glu Gin Trp Ala Asn Asp Val Glu Asp Asn Ala Glu 
570 575 530 

tac etc act ttc etc gga cca cgt gtt cct gca gag gtt cac age cag 3812 
Tyr Leu Thr Phe Leu Gly Pro Arg Val Pro Ala Glu Val His Ser Gin 
585 590 595 

ttc gat get ctg aag gee cgc att tea gca get cac get taaagttcac 3861 
Phe Asp Ala Leu Lys Ala Arg He Ser Ala Ala His Ala 
600 605 610 

gcttaagaac tgctaaataa caagaaaggc tcccaccgaa agtgggagcc tttcttgtcg 3921 

ttaagcgatg aatt 3935 



<210> 2 
<211> 610 
<212> PRT 

<213> Corynebacterium glutamicum 
<400> 2 

Met Thr Thr Ala Ala He Arg Gly Leu Gin Gly Glu Ala Pro Thr Lys 
15 10 15 

Asn Lys Glu Leu Leu Asn Trp He Ala Asp Ala Val Glu Leu Phe Gin 
20 25 30 

Pro Glu Ala Val Val Phe Val Asp Gly Ser Gin Ala Glu Trp Asp Arg 
35 40 45 

Met Ala Glu Asp Leu Val Glu Ala Gly Thr Leu He Lys Leu Asn Glu 
50 55 60 

Glu Lys Arg Pro Asn Ser Tyr Leu Ala Arg Ser Asn Pro Ser Asp Val 
65 70 75 80 

Ala Arg Val Glu Ser Arg Thr Phe He Cys Ser Glu Lys Glu Glu Asp 
85 90 95 

Ala Gly Pro Thr Asn Asn Trp Ala Pro Pro Gin Ala Met Lys Asp Glu 
100 105 110 

Met Ser Lys His Tyr Ala Gly Ser Met Lys Gly Arg Thr Met Tyr Val 
115 120 125 

Val Pro Phe Cys Met Gly Pro He Ser Asp Pro Asp Pro Lys Leu Gly 
130 135 140 
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Val Gin Leu Thr Asp Ser Glu Tyr Val Vai Met Ser Met Arg lie Met 
145 150 155 160 

5 Thr Arg Met Gly He Glu Ala Leu Asp Lys lie Gly Ala Asn Gly Ser 
165 170 175 

Phe Val Arg Cys Leu His Ser Val Gly Ala Pro Leu Glu Pro Gly Gin 
180 185 190 

to 

Glu Asp Val Ala Trp Pro Cys Asn Asp Thr Lys Tyr He Thr Gin Phe 
195 200 205 

Pro Glu Thr Lys Glu He Trp Ser Tyr Gly Ser Gly Tyr Gly Gly Asn 
15 210 215 220 

Ala He Leu Ala Lys Lys Cys Tyr Ala Leu Arg He Ala Ser Val Met 
225 230 235 240 

Ala Arg Glu Glu Gly Trp Met Ala Glu His Met Leu He Leu Lys Leu 
245 250 255 

He Asn Pro Glu Gly Lys Ala Tyr His He Ala Ala Ala Phe Pro Ser 
25 260 265 270 

Ala Cys Gly Lys Thr Asn Leu Ala Met He Thr Pro Thr He Pro Gly 
275 280 285 

Trp Thr Ala Gin Val Val Gly Asp Asp He Ala Trp Leu Lys Leu Arq 
290 295 300 



20 



Glu Asp Gly Leu Tyr Ala Val Asn Pro Glu Asn Gly Phe Phe Gly Val 
35 305 31 ° 315 320 

Ala Pro Gly Thr Asn Tyr Ala Ser Asn Pro He Ala Met Lys Thr Met 
325 330 335 

40 Glu Pro Gly Asn Thr Leu Phe Thr Asn Val Ala Leu Thr Asp Asp Gly 
340 345 350 

Asp He Trp Trp Glu Gly Met Asp Gly Asp Ala Pro Ala His Leu He 
355 360 365 

45 

Asp Trp Met Gly Asn Asp Trp Thr Pro Glu Ser Asp Glu Asn Ala Ala 
370 375 380 

His Pro Asn Ser Arg Tyr Cys Val Ala He Asp Gin Ser Pro Ala Ala 
*° 385 390 395 400 

Ala Pro Glu Phe Asn Asp Trp Glu Gly Val Lys He Asp Ala He Leu 
405 410 415 



55 



Phe Gly Gly Arg Arg Ala Asp Thr Val Pro Leu Val Thr Gin Thr Tyr 
420 425 430 



Asp Trp Glu His Gly Thr Met Val Gly Ala Leu Leu Ala Ser Gly Gin 
60 435 440 445 

Thr Ala Ala Ser Ala Glu Ala Lys Val Gly Thr Leu Arg His Asp Pro 
450 455 460 



65 
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Met Ala Met Leu Pro Phe lie Gly Tyr Asn Ala Gly Glu Tyr Leu Gin 
465 470 4 475 480 

Asn Trp lie Asp Met Gly Asn Lys Gly Gly Asp Lys Met Pro Ser lie 
485 * 490 495 

Phe Leu Val Asn Trp Phe Arg Arg Gly Glu Asp Gly Arg Phe Leu Trp 
500 505 510 

Pro Gly Phe Gly Asp Asn Ser Arg Val Leu Lys Trp Val lie Asp Arg 
515 520 525 



10 



He Glu Gly His Val Gly Ala Asp Glu Thr Val Val Gly His Thr Ala 
530 535 540 



15 



Lys Ala Glu Asp Leu Asp Leu Asp Gly Leu Asp Thr Pro He Glu Asp 

545 550 - 555 560 

Val Lys Glu Ala Leu Thr Ala Pro Ala Glu Gin Trp Ala Asn Asp Val 

565 570 575 



20 



Glu Asp Asn Ala Glu Tyr Leu Thr Phe Leu Gly Pro Arg Val Pro Ala 
580 585 590 



25 



Glu Val His Ser Gin Phe Asp Ala Leu Lys Ala Arg He Ser Ala Ala 
595 600 605 



His Ala 
610 



30 



Patenlanspriiche 

35 

1. Isoliertes Poiynukleotid aus coryneformen Bakterien enthaltend eine Polynukleotidsequenz, ausgewahlt aus der 
Gruppe 

a) Poiynukleotid, das mindestens zu 70% identisch ist rait einem Poiynukleotid, das fur ein Polypepud codiert, 
das die Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2 enthalt, 

b) Poiynukleotid, das mindestens zu 70% identisch ist mil einem Poiynukleotid, das rur das genannte Poly- 40 
pcpud codiert und auf dem Plasmid pEK-pckA (Abb. 1) bzw. pEK-pckB (Abb. 2) cnthalten ist, 

c) Poiynukleotid, das fUr ein Polypcptid codiert, das einc Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% 
identisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2, 

d) Poiynukleotid, das komplementar ist zu den Polynukleotiden von a), b) oder c), und 

e) Poiynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufeinanderfolgende Basen der Polynukleotidsequenz von a), b), 45 
c) oder d). 

2. Poiynukleotid gemaB Anspruch 1, wobei das Poiynukleotid eine replizierbare, bevorzugt rekombinante DNA ist. 

3. Poiynukleotid gemaB Anspruch 1, wobei das Poiynukleotid eine RNA isL 

4. Poiynukleotid gemaB Anspruch 2, enthaltend die Nukleinsauresequenz wie in SEQ ID No. 1 dargestellt. 

5. Replizierbare DNA gemaB Anspruch 2, enthaltend 50 

(i) die Nukieoudsequenz, gezeigt in SEQ ED No. 1, oder 

(ii) mindestens eine Sequenz. die der Sequenz (i) innerhalb des Bereichs der Degeneration des genetischen 
Codes entspricht, oder 

(iii) mindestens eine Sequenz, die mit der zur Sequenz (1) oder (ii) komplementaren Sequenz hybridisiert, 
und/oder gegebenenfalis 55 
(v) funktionsneutralcn Sinnmutationcn in (i). 

6. Polynukleotidsequenz gemaB Anspruch 2, das fiJr ein Polypeptid codiert, das die Aminosauresequenz in SEQ ID 
No. 2 darstellt. enthalt. 

7. Vektor pEK-pckA, dargestellt in Fig. 1 . 

8. Vektor pEK-pckB, dargestellt in Fig. 2. 60 

9. Vektor pkl9mobsacBApck, dargestellt in Fig. 3 und hinteriegt in dem Stamm E. coli DH5a unter der Nummer 
DSM 13047 

10. Als Wirtszelle dienende corynefonne Bakterien, die einen der Vektoren gemSB den Anspriichen 6 bis 8 enthal- 
ten oder in die die Apck-Deletion eingebaut wurde. 

1 1 . Verfabren zur fermentativen Herstellung von L-Aminosauren, dadurch gekennzeichnet, daB man Bakterien ein- 65 
setzt, in denen man 

a) das Poiynukleotid gemafi Anspruch 1 abschwacht oder die Aktivitat des Polypeptids herabsetzt, fur das das 
genannte Poiynukleotid codiert. 
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b) das gcwiinschte Produkt im Medium oder in den ZeUen der Baktcrien anrcichert und 

c) das Produkt isoliert 

12. Vcrfahrcn gemaB Anspruch 12, daduxch gekennzcichnet, daB man Baktcrien der Gatrung Coryncbacterium giu- 
tamicum einsetzt. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichner, daB man die Abschwachung durch rmegrauonsmuta- 
genese mit Hilfc des Plasmidcs pK19mobsacBApck, dargcsiellt in Fig. 3 und hinierlegt als DSM 13047, crziclt. 

14. Verfahren gemaB 12, dadurch gekennzcichnet, daB man fur die Herstellung'von L-Lysin Bakterien fermentiert, 
in denen man gegebenenfalls 

- gleichzeidg das fur das Dihydrodipicolinat-Synthase kodierende dap A- Gen uberexprimiert und/oder 

- gleichzeidg ein S-(2-Aminoethyl)-Cystein-ResisLenz vemiiltelndes DNA-Fragmenl amplifiziert 

15. Verfahren gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzcichnet, daB man i\ir die Herstellung von L-Threonin Bakte- 
rien fermentiert, in denen man gegebenenfalls gleichzeidg das fur die Homoserin-Dehydrogenase kodierende horn- 
Gen und/oder fur eine "feed back resistente" Homoserin-Dehydrogenase kodierende horn*- bzw. hom^-AUele 
uberexprimiert. 



Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 
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